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 ku.oc.oohay@٢ihatba_h :liam-E
 ﭼﮑﯿﺪه
اﺳﺘﻔﺎده از روش ﻫﺎي ﻣﻌﻤﻮل ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﯿﮑﺮوﺑﯽ آب اﻏﻠﺐ ﺑﺎ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ ﮐﻢ و ﻣﺴﺘﻠﺰم ﺻﺮف وﻗﺖ زﯾـﺎدي  ﻣﻘﺪﻣﻪ:
اﺳـﺖ.  ﺑﺎﻻ ﺑﻮدن ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ، دﻗﺖ، ﺳـﺮﻋﺖ و ﻫﺰﯾﻨـﻪ ﻧﺴـﺒﺘﺎ ﭘـﺎﯾﯿﻦ آن  RCPﻣﯽ ﺑﺎﺷﻨﺪ. از ﻣﺰاﯾﺎي روش ﻫﺎي ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ از ﺟﻤﻠﻪ 
ﻻزم اﺳﺖ از روش ﺗﻐﻠﯿﻆ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ﺑﺎ ﻣﯿﮑﺮو ﻓﯿﻠﺘـﺮ اﺳـﺘﻔﺎده  iloc.Eﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ آﻟﻮدﮔﯽ آب ﺑﻪ  RCPﺑﺮاي اﻧﺠﺎم آزﻣﺎﯾﺶ 
 ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺷﻮد. RCPﺷﻮد. در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﺳﻌﯽ ﺷﺪه ﺑﺎ ﺑﺮرﺳﯽ دو ﻧﻮع ﻣﯿﮑﺮو ﻓﯿﻠﺘﺮ  ﻧﻘﺶ آن ﻫﺎ را در ﮐﺎرآﯾﯽ 
، از ﺑـﺎﮐﺘﺮي   1/0061،  1/008،  1/004،  1/002،  1/001،  2/001،  4/001،  8/  001رﻗﺖ ﻫـﺎي  ﻣﻮاد و روش ﻫﺎ : 
ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﭙﺲ ﺗﮑﺜﯿـﺮ ژن   ﺑﺎﮐﺘﺮي از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺟﺪا  PWAH و PLHFدر آب ﻣﻘﻄﺮ ﺗﻬﯿﻪ و ﺑﻪ روش ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن ﺑﺎ دو ﻧﻮع ﻓﯿﻠﺘﺮ  
 و ﺑﻪ ﮐﻤﮏ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ.  RCPﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش  ANRs٦١
 RCPرﻗﺖ ﻫﺎي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه ﺗﺄﯾﯿﺪ ﺗﻌﺪاد ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ در اﯾﻦ رﻗﺖ ﻫﺎ ﺑﻮد. ﻧﺘﯿﺠﻪ  ﮐﺸﺖ ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎي ﭘﮋوﻫﺶ:      
ﺪا ﺳﺎزي ــدر ﺟ PWAHﺗﻮاﻧﺎﯾﯽ ﺑﺎﻻﺗﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي  PLHFرﻗﺖ ﻫﺎ ﭘﺲ از ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن ﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي
 ﻣﺜﺒﺖ ﺑﻮد. RCPﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ دارﻧﺪ. ﭼﻨﺎﻧﭽﻪ در رﻗﺖ ﻫﺎي ﭘﺎﯾﯿﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻧﺘﯿﺠﻪ 
( PLHF ﻧﻈﯿﺮﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه از اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﺣﺎﮐﯽ از آن اﺳﺖ ﮐﻪ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﻫﯿﺪروﻓﻮﺑﯿﮏ ) ﺤﺚ و ﻧﺘﯿﺠﻪ ﮔﯿﺮي:ﺑ      
ﻗﺪرت ﺑﯿﺸﺘﺮي از ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﻫﯿﺪروﻓﯿﻠﯿﮏ در ﺟﺬب ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ دارﻧﺪ. ﻟﺬا اﺳﺘﻔﺎده از ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﻫﯿﺪروﻓﯿﻠﯿﮏ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺑﺎ 
 ﺑﺮوز ﻧﺘﺎﯾﺞ ﻣﻨﻔﯽ ﮐﺎذب ﻣﯽ ﺷﻮد. اﻏﻠﺐ ﺑﺎﻋﺚ   RCP ﻧﻈﯿﺮاﺳﺘﻔﺎده از روش ﻫﺎي ﺣﺴﺎﺳﯽ 
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ 
ﺟﻮد از ﻣﻬﻤﺘﺮﯾﻦ ﻣﻌﻀﻼت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ آب وﯾﮑﯽ     
ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ اﯾﻦ ﻋﻮاﻣﻞ  زا در آن ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﯿﻤﺎري
ﻪ ﺪاﺷﺘﯽ آب ﺑــــﻫﺎ از ﻣﺴﺎﯾﻞ ﻣﻬﻢ ﺑﻬ و ﺣﺬف آن
ﻫﺎي ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ از  در روش .ﺎر ﻣﯽ آﯾﻨﺪــــــﺷﻤ
ﮕﺮ ﺑﺮاي ﺎﻧـــــــﺑﺎﮐﺘﺮي اﺷﺮﯾﺸﯿﺎﮐﻠﯽ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻧﺸ
 ﺎﺿﻼبــــو ﻓ ﺪﻓﻮعـــــــﺑﺮرﺳﯽ آﻟﻮدﮔﯽ آب ﺑﻪ ﻣ
ﻫﺎي ﻣﻌﻤﻮل ﺑﺮاي ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ  ﮔﺮدد. روش اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ
ﻪ وﻗﺖ ﮔﯿﺮ و ـــزا در آب ﻋﻼوه ﺑﺮ اﯾﻨﮑ ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﯿﻤﺎري
ﻦ ــــ. ﺑﻪ ﻫﻤﯿ(1)،ﭘﺮﻫﺰﯾﻨﻪ ﻫﺴﺘﻨﺪ، دﻗﯿﻖ ﻧﯿﺰ ﻧﻤﯽ ﺑﺎﺷﻨﺪ
ﻮد ﻋﻮاﻣﻞ ـــﺎﯾﯽ وﺟـــــﺎﺳـــﺮاي ﺷﻨـــــﻋﻠﺖ ﺑ
ﺪي در دﺳﺖ ـــــﺎي ﺟﺪﯾــــﻫ ب روشزا در آ ﺑﯿﻤﺎري
ﺮه اي ـــــﺶ زﻧﺠﯿـــــﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﺳﺖ. واﮐﻨ
(  RCP= noitcaeR niahC esaremyloPزي)آﭘﻠﯿﻤﺮ
ﻫﺎﯾﯽ اﺳﺖ ﮐﻪ ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻦ  از ﺟﻤﻠﻪ روش
ﻣﻨﺎﺳﺒﯽ ﺑﺮاي آزﻣﺎﯾﺸﺎت راﯾﺞ ﺑﺎﺷﺪ. روش اﺧﯿﺮ 
ﺮﯾﻊ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ.  ﮐﺎرآﯾﯽ ــــﺎس، دﻗﯿﻖ، ارزان و ﺳــﺣﺴ
در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﻪ اﺛﺒﺎت رﺳﯿﺪه  RCPاﺳﺘﻔﺎده از 
ﻮان ﺗﺎ ﺣﺘﯽ ﯾﮏ اﺳﺖ. ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش ﻓﻮق ﻣﯽ ﺗ
  (. 2)،ﻟﯿﺘﺮ آب را ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﻧﻤﻮد ﻣﺒﻠﯽ 001ﺎﮐﺘﺮي در ــــﺑ
ﻫﺎي ﺑﺎﻻ   ﺮوﺑﯽ آب در ﺣﺠﻢـــﺎﯾﺶ ﻣﯿﮑـــــﺑﺮاي آزﻣ
ﻻزم اﺳﺖ ﺗﺎ ﻋﻤﻞ ﺗﻐﻠﯿﻆ آب ﺻﻮرت  RCPروش ﻪ ﺑ
ﺮو ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﺑﺎ ــــــﭘﺬﯾﺮد. ﻟﺬا ﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر از ﻣﯿﮑ
 ﺎده ﻣﯽ ﺷﻮد.ــــﻣﯿﮑﺮوﻣﺘﺮ( اﺳﺘﻔ 0/24ﻣﻨﺎﻓﺬ رﯾﺰ)در ﺣﺪ 
ﺪا ﺳﺎزي ــــﻤﯽ در ﺟــــﺮﺣﻠﻪ  ﻧﻘﺶ ﻣﻬــــاﯾﻦ ﻣ
ﺎت ــــﺎت و آزﻣﺎﯾﺸـــــﻣﻄﺎﻟﻌ ﺎﮐﺘﺮي از آب دارد.ـــــﺑ
ﮐﺎراﺋﯽ ﻣﺨﺘﻠﻒ در  ،ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ ﻓﯿﻠﺘﺮ ﻫﺎي ﻣﺘﻔﺎوت
ﮐﻪ در  اﺷﺘﻪﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ دــــﺪاﺳﺎزي ﺑـــــــﺟ
ﺶ ـــــﻧﻘ RCPﺎﯾﺞ آزﻣﺎﯾﺶ ـــﻧﺘ ﺮﻋﺖ وــــــﺳ
ﻮع ﻓﯿﻠﺘﺮ ـــــدر اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ دو ﻧ .(3)،ردي داﺑﺴﯿﺎر ﻣﻮﺛﺮ
 و PWAH ﺪروﻓﯿﻠﯿﮏـــــــﻫﯿ
ﺑﺮاي ﺟﺪاﺳﺎزي  آب درPLHF   ﮏـــﺪروﻓﻮﺑﯿــــــﻫﯿ
ﺎ در ــــﻫ ﺶ آنــــﻧﻘ وﺷﺪه اﺳﺘﻔﺎده  iloc.Eﺑﺎﮐﺘﺮي 
  .ﮔﺮﻓﺖ ﺎﯾﺴﻪ ﻗﺮارــﻣﻮرد ﻣﻘ RCPﻧﺘﯿﺠﻪ واﮐﻨﺶ 
  ﻫﺎ  روش ﻣﻮاد و
ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﻮرد  اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﯾﮏ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﯽ اﺳﺖ.    
اﺳﺘﻔﺎده در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﺷﺎﻣﻞ اﺷﺮﯾﺸﯿﺎ ﮐﻠﯽ ﺳﻮﯾﻪ 
)ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه از ﻣﺮﮐﺰ ﻣﻠﯽ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ژﻧﺘﯿﮏ و α٥HD
زﯾﺴﺘﯽ( ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ﺗﻤﺎم ﻣﻮاد ﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ ﻣﻮرد  يﺗﮑﻨﻮﻟﻮژ
ﻣﻮاد ( و kcreMاﺳﺘﻔﺎده در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ از ﺷﺮﮐﺖ ﻣﺮك)
ﺶ زﻧﺠﯿﺮه اي ﭘﻠﯿﻤﺮآز از ﺷﺮﮐﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه در واﮐﻨ
در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﻧﻈﯿﺮ اﻏﻠﺐ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت  ﺳﯿﻨﺎژن ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ.
ﻟﮑﻮل ﻫﺪف ﻮﻋﻨﻮان ﻣﻪ ﺑ ANRr s٦١اﻧﺠﺎم ﺷﺪه از ژن 
ﺑﺮاي ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮي اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖ. ﻋﻠﺖ اﻧﺘﺨﺎب 
ﻮل و ﭘﺎﯾﺪاري آن ﻟﮑﻮاﯾﻦ ژن، ﺑﺎﻻ ﺑﻮدن ﺗﻌﺪاد ﮐﭙﯽ اﯾﻦ ﻣ
  (5-4).در ﺳﻠﻮل ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
)ﺷﻤﺎره  ANRrs٦١از ﺗﺮادف اﺳﺘﺎﻧﺪارد ژن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده 
( از ﺑﺎﮐﺘﺮي اﺷﺮﯾﺸﯿﺎﮐﻠﯽ، ٥٢٩٠٢٦FEدﺳﺘﺮﺳﯽ :
( و ﺑﺮﮔﺸﺖ drawroFرﻓﺖ) ﻃﺮاﺣﯽ ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي
( اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. ﺗﺮادف ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﻣﺰﺑﻮر ﺑﻪ esreveR)
  ﺻﻮرت زﯾﺮ اﺳﺖ:
 GGG CAG GCG GTG AGC "٥ :drawroF
 )١٨ MORF( TG AGT
 GCA TTT GCT ACA GCT "٥ :esreveR 
 )٦٨٧ MORF( A GGT GCG
ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ ﺷﺮﮐﺖ ﻓﺮآﯾﻨﺪ داﻧﺶ 
آﻟﻤﺎن در اﯾﺮان( ﺳﺎﺧﺘﻪ   GWMآرﯾﻦ)ﻧﻤﺎﯾﻨﺪه ﺷﺮﮐﺖ 
ﻫﺎي ﻣﺘﻮاﻟﯽ از ﺳﻠﻮل ﺑﺎﮐﺘﺮي  ﺷﺪ. اﺑﺘﺪا رﻗﺖ
ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ آب اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ.  001اﺷﺮﯾﺸﯿﺎﮐﻠﯽ در 
ﺎره ﯾﮏ ــﻫﺎي ﺑﺎﮐﺘﺮي از ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤ ﺑﺮاي ﺗﻬﯿﻪ رﻗﺖ
ﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر اﺑﺘﺪا ﺎده ﮔﺮدﯾﺪ. ﻣﮏ ﻓﺎرﻟﻨﺪ اﺳﺘﻔ
ﻣﮏ ﻓﺎرﻟﻨﺪ از  1ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن ﻧﻈﯿﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره 
 ﻫﺎي رﻗﺖﺑﺎﮐﺘﺮي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ از اﯾﻦ ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن 
از  1/0061ﺗﺎ  8/001ﻫﺎي  ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ. رﻗﺖﻣﺘﻮاﻟﯽ 
ﺑﺮاي ﺗﺎﺋﯿﺪ ﺻﺤﺖ  ﻫﺎي ﺑﺎﻻ ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﯿﻮن
ﺮ ﻫﺮ ﻫﺎي ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه از ﮐﺸﺖ ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘ رﻗﺖ
ﺻﻮرت ﭘﻮر ﻪ رﻗﺖ ﺑﺎﮐﺘﺮي در ﻣﺤﯿﻂ ﻧﻮﺗﺮﯾﻨﺖ آﮔﺎر ﺑ
ﻫﺎي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه  ( اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ. رﻗﺖetalP ruoPﭘﻠﯿﺖ)
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  ﻫﺎي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه از ﮐﻠﯽ ﻓﺮم رﻗﺖ . 1ﺟﺪول 
 
)ﺷﺮﮐﺖ ﻣﯿﻠﯽ   PLHFﻓﯿﻠﺘﺮاز ﺎ ﻫ رﻗﺖﯾﮏ ﺳﺮي از      
 ﻓﯿﻠﺘﺮ و ﺳﺮي دوم از (ﻣﯿﮑﺮون 0/5ﭘﻮر  ﺑﺎ ﻗﻄﺮ 
ﻋﺒﻮر  (ﻣﯿﮑﺮون 0/54ﺑﺎ ﻗﻄﺮ ﺷﺮﮐﺖ ﻣﯿﻠﯽ ﭘﻮر ) PWAH
در ﺷﺮاﯾﻂ اﺳﺘﺮﯾﻞ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ در داﺧﻞ  ﺳﭙﺲ داده ﺷﺪﻧﺪ.
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از آب ﺣﺎوي  05ار ﮔﺮﻓﺖ. ﻗﺮ 0/5ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب 
 (retaw CPEDﯾﮏ دﻫﻢ درﺻﺪ دي اﺗﯿﻞ ﭘﯿﺮوﮐﺮﺑﻨﺎت )
اﺗﻮﮐﻼو ﺷﺪه ﺑﻪ ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب اﻓﺰوده ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﭙﺲ 
ﻮل ـﻫﺎ ﺑﺎ ﺷﺪت ورﺗﮑﺲ ﮔﺮدﯾﺪ ﺗﺎ ﺳﻠ ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب
ﻫﺎ از ﺳﻄﺢ ﻓﯿﻠﺘﺮ ﺑﻪ ﻣﺎﯾﻊ داﺧﻞ ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮب رﻫﺎ  ﺑﺎﮐﺘﺮي
  ﺷﻮد. 
  ﺪ:ﺑﻪ ﺷﺮح زﯾﺮ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾ RCPﻏﻠﻈﺖ ﻋﻮاﻣﻞ  
 2/5ﺮاﯾﻤﺮﻫﺎي ﺑﺎﻻ ، ـــاز ﭘ رﻠﯽ ﻣﻮﻻــــﯾﮏ ﻣﯿ     
ﻣﻮﻻر از ﻫﺮ ﮑﺮوﻣﯿ 002ﻣﯿﻠﯽ ﻣﻮﻻر از ﯾﻮن ﻣﻨﯿﺰﯾﻮم، 
واﺣﺪ از آﻧﺰﯾﻢ  2/5دزوﮐﺴﯽ ﻧﻮﮐﻠﺌﻮزﯾﺪ ﺗﺮي ﻓﺴﻔﺎت، 
ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ  RCPو  ﺑﺎﻓﺮ   esaremyloP AND qaT
ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ  RCPاﺳﺖ. ﺣﺠﻢ ﻧﻬﺎﯾﯽ ﻣﺨﻠﻮط  X١
  ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ رﺳﯿﺪ. 001اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺑﻪ 
ﺑﺮاي ﺗﺨﺮﯾﺐ ﮐﺎﻣﻞ ﺳﻠﻮل ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻗﺒﻞ از ﺷﺮوع     
 59دﻗﯿﻘﻪ در ﺣﺮارت  01ﺑﻪ ﻣﺪت   RCPﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﻣﺨﻠﻮط 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. ﭘﺲ از آن ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ زﯾﺮ 
  اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ:
ﻣﺘﺸﮑﻞ از ﺳﯽ و ﭘﻨﺞ  ﭼﺮﺧﻪ ﮐﻪ   RCPﻣﺮﺣﻠﻪ اول     
ﻫﺮ ﯾﮏ از ﺳﻪ ﻗﺴﻤﺖ ﺗﺸﮑﯿﻞ ﺷﺪه اﺳﺖ. ﻗﺴﻤﺖ اول 
، ﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت ﯾﮏ دﻗﯿﻘﻪ(رﺟد 49دﻧﺎﺗﻮرﮐﺮدن)
 95اﻟﮕﻮ) ANDﻗﺴﻤﺖ دوم ﺑﺮاي اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎ ﺑﻪ 
، ﻗﺴﻤﺖ ﺳﻮم (درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت ﯾﮏ دﻗﯿﻘﻪ
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  27ﺟﻬﺖ ﺗﮑﺜﯿﺮ ژن ﻫﺪف)
 27ﯾﮏ دﻗﯿﻘﻪ( اﺳﺖ. در ﻧﻬﺎﯾﺖ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻧﻬﺎﯾﯽ در 
دﻗﯿﻘﻪ و ﺑﺮاي ﯾﮏ ﭼﺮﺧﻪ  5درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 
  ﺳﺖ. ا
دﺳﺖ ﻪ ﺑﺮاي ﺗﺎﺋﯿﺪ ﺻﺤﺖ ﺗﺮادف ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ژن ﺑ    
اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﺮاي اﯾﻦ  RCP detseNآﻣﺪه از روش 
ﭘﺮاﯾﻤﺮ رﻓﺖ ﻃﺮاﺣﯽ ﮔﺮدﯾﺪ.  ازﺗﺮادف ﺟﺪﯾﺪي  ﻣﻨﻈﻮر
ﺎم واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه اي ﭘﻠﯿﻤﺮآز ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ــــــاﻧﺠ
 ﭘﺮاﯾﻤﺮ رﻓﺖ ﺟﺪﯾﺪ و ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﻗﺒﻠﯽ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.
 063 pbﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه ﺑﺎﯾﺪ در ﺣﺪود در ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻗﻄﻌﻪ ژن 
  ﺑﺎﺷﺪ.
 GGT TGC ’٥ :)remirP detseN( drawroF
 morF( ’٣ AAG ACT CAG AGA AAC TAT
 )٨١٤
 GCA TTT GCT ACA GCT "٥ :esreveR
 )٦٨٧ MORF( A GGT GCG
ﻗﺒﻞ ﺑﺎ اﯾﻦ از ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﺑﺮاي ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻗﻄﻌﻪ ﺟﺪﯾﺪ ﺲ ﺳﭙ    
 ANDﺗﻔﺎوت ﮐﻪ دﻣﺎي اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﯾﻤﺮﻫﺎ ﺑﻪ 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت ﯾﮏ  95( gnilaennaاﻟﮕﻮ)
  دﻗﯿﻘﻪ ﺑﺮﻧﺎ ﻣﻪ رﯾﺰي ﺷﺪ.
،  اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز  RCPﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﯽ ﻧﻬﺎﯾﯽ  ﻣﺤﺼﻮﻻت     
اﺳﯿﺪ -در ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾﺲ ﺑﺎزي درﺻﺪ 1آن ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز 
( اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ.  Hp:  8ﺑﺎ  EBT) ATDE -ﺑﻮرﯾﮏ
ﺑﺮرﺳﯽ ﻧﺘﯿﺠﻪ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از رﻧﮓ آﻣﯿﺰي آن ﺑﺎ 
 ﻣﺸﺎﻫﺪه آن ﺑﺎ دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮاﻧﺲ ل اﺗﯿﺪﯾﻮم ﺑﺮوﻣﺎﯾﺪ وﻣﺤﻠﻮ
  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. VUﻟﻮﻣﯿﻨﺎﺗﻮر 
  ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎي ﭘﮋوﻫﺶ
ﺑﺎ ﺗﮑﺜﯿﺮ ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻫﺎي 
ﺖ آﻣﺪ. ــدﺳﻪ ﺑ 327 pbﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه ﻗﻄﻌﻪ اي ﺣﺪود 
ﮐﺸﺖ رﻗﺖ ﻫﺎي ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه در ﻣﺤﯿﻂ 
ﻫﺎ  ﺎﮐﺘﺮيﮐﺸﺖ ﻧﻮﺗﺮﯾﻦ آﮔﺎر ﺑﻪ روش ﭘﻮر ﭘﻠﯿﺖ ﺗﻌﺪاد ﺑ
 detseNﻧﺘﯿﺠﻪ ﺑﺮرﺳﯽ  ﻫﺎي ﻧﻤﻮد. در اﯾﻦ ﺗﺎﯾﯿﺪ رﻗﺖ
ﺖ ــــدﺳﻪ ﺎﯾﯿﺪ ژن ﺑـــﺮ ﺗـــدال ﺑ RCP
ﮔﻮﻧﻪ ﮐﻪ در ﺷﮑﻞ  ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ﻫﻤﺎن (٦١ ANRrs)آﻣﺪه
ﺑﺎز ﺑﺮ اﺳﺎس اﺳﺘﻔﺎده از  063آﻣﺪه، ﻗﻄﻌﻪ  1ﺷﻤﺎره 
ﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﭘﺲ از ــو ﭘremirP detseN ﭘﺮاﯾﻤﺮ
 ن داد ﮐﻪﻧﺸﺎ RCP ﺎﯾﺞـــــﻧﺘ دﯾﺪه ﺷﺪ. RCP
ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي  .(2،)ﺷﮑﻞPLHFﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي 
ﺗﻮاﻧﺎﺋﯽ ﺑﯿﺸﺘﺮي در ﺟﺬب ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ  .(3)ﺷﮑﻞ،PWAH
از ﻮر داده ﺷﺪه ـــﻋﺒﻫﺎي  رﻗﺖﻫﻤﻪ  RCPﻧﺘﯿﺠﻪ  .ﺪﻧدار
ﺎل ــــﻦ ﺣـــــداراي ﺑﺎﻧﺪ ﺑﻮد، در ﻋﯿ PLHFﻓﯿﻠﺘﺮ 
  رﻗﺖ  1/0061  1/008  1/004  1/002  1/001  2/001  4/001  8/001
  ﺮيﺗﻌﺪاد ﺑﺎﮐﺘ  1  1  1  1  1  2  4  8
  ﺣﺠﻢ آب)ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ(  0061  008  004  002  001  001  001  001
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ﻓﯿﻠﺘﺮ ﮐﻪ از  1/001ﻫﺎي ﺑﺎﻻﺗﺮ از  رﻗﺖ RCPﻧﺘﯿﺠﻪ 
   داراي ﺑﺎﻧﺪ اﺳﺖ.،  ﻋﺒﻮر داده ﺷﺪه PWAH
  و ﻧﺘﯿﺠﻪ ﮔﯿﺮيﺑﺤﺚ  
ﺮه اي ــــﯽ ﻣﺮآز زﻧﺠﯿـروش واﮐﻨﺶ ﭘﻠ     
( ﺗﮑﻨﯿﮑﯽ  RCP =noitcaeR niahC esaremyloP)
ﺣﺴﺎس و دﻗﯿﻖ ﺑﻮده ﮐﻪ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آن ﻧﻪ ﺗﻨﻬﺎ آﻟﻮدﮔﯽ 
ﻣﺸﺨﺺ ﻣﯽ ﮔﺮدد ﺑﻠﮑﻪ ﻧﻮع ﺑﺎﮐﺘﺮي را ﻧﯿﺰ ﻣﯽ ﺗﻮان 
 (. در اﯾﻦ روش ﺑﺎ  ﺗﺨﻠﯿﺺ ﮐﺮوﻣﻮزوم5)،ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻧﻤﻮد
ﺑﺎﮐﺘﺮي و ﺗﮑﺜﯿﺮ آن ﺑﺎ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﺟﻨﺲ و 
  (6).ﮔﻮﻧﻪ وﺟﻮد ﺑﺎﮐﺘﺮي در ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﯽ ﮔﺮدد
 RCPﻟﮑﻮﻟﯽ از ﺟﻤﻠﻪ ﻮﻫﺎي ﻣ اﺳﺘﻔﺎده از روش ﺑﺮاي    
ﻫﺎي ﺑﺎﻻي آب  در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﻮاﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﯽ ﺗﻐﻠﯿﻆ ﺣﺠﻢ
ﻣﻌﻤﻮﻻ از ﻣﯿﮑﺮوﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﺑﺎ ﻣﻨﺎﻓﺬ  اﺳﺖ. ﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر
اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﮔﺮدد. ﯿﮑﺮوﻣﺘﺮ( ﻣ 0/5ﺗﺎ  0/24رﯾﺰ)ﺑﯿﻦ 
ﺗﻐﻠﯿﻆ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از اﯾﻦ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﺑﺎﻋﺚ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ 
ﻫﺎ ﺣﺘﯽ در ﺣﺪ ﯾﮏ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﯽ ﺷﻮد. از ﺟﻤﻠﻪ  ﺑﺎﮐﺘﺮي
 ،ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎﯾﯽ ﮐﻪ اﺳﺘﻔﺎده وﺳﯿﻌﯽ در اﯾﻦ زﻣﯿﻨﻪ دارﻧﺪ
. (8)،ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي اﺳﺘﺎت ﺳﻠﻮﻟﺰ و ﯾﺎ ﭘﻠﯽ ﮐﺮﺑﻨﺎت ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
 اﯾﻦﺎده ازﺎﻟﻌﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ ﮐﻪ اﺳﺘﻔﻄﻣ
، ﺑﺎﻋﺚ ﺑﺮوز RCPﺑﺮ واﮐﻨﺶ ﻋﻠﺖ اﺛﺮ ﻣﻬﺎري ﻪ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﺑ
اﻧﺘﺨﺎب ﻧﻮع ﻓﯿﻠﺘﺮ ﺑﻨﺎﺑﺮ اﯾﻦ  ﻧﺘﺎﯾﺞ ﻣﻨﻔﯽ ﮐﺎذب ﻣﯽ ﮔﺮدد.
و در ﻧﻬﺎﯾﺖ در ﻧﺘﯿﺠﻪ  ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ در ﺟﺪاﺳﺎزي  
  ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﯽ را داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ.   RCP آزﻣﺎﯾﺶ
ﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ ــــﻃﻮر ﮐﻠﯽ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﺳﻪ ﺑ    
ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ را ﻣﯽ ﺗﻮان ﺑﻪ دو دﺳﺘﻪ  ﺷﺮﮐﺖ
ﺗﻘﺴﯿﻢ ﻫﯿﺪروﻓﻮﺑﯿﮏ)آب ﮔﺮﯾﺰ( و  آﺑﺪوﺳﺖ( ﻫﯿﺮوﻓﯿﻠﯿﮏ)
ﻟﺬا در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﺳﻌﯽ ﮔﺮدﯾﺪه ﺗﺎ ﺑﺎ اﻧﺘﺨﺎب دو ﻧﻤﻮد. 
ﻫﺎ را در ﺟﺪا ﺳﺎزي و  ﻧﻮع از ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﺑﺎﻻ ﺗﻮاﻧﺎﯾﯽ آن
  ﺮارـﻣﻮرد ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻗ RCPو ﻧﺘﯿﺠﻪ واﮐﻨﺶ ﺟﺬب ﺑﺎﮐﺘﺮي 
  
   .داد 
دﻫﺪ ﮐﻪ اﺳﺘﻔﺎده از  ﻧﺸﺎن ﻣﯽﻧﺘﺎﯾﺞ اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ     
ﺗﻮاﻧﺎﯾﯽ ﺑﺎﻻﯾﯽ در ( PLHF)ﻧﻈﯿﺮ ﻫﯿﺪروﻓﻮﺑﯿﮏﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي 
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ  ﻫﻤﺎن ﻃﻮر ﮐﻪرﻧﺪ. ﻫﺎ را دا ﺟﺬب ﺑﺎﮐﺘﺮي
ﻫﺎي ﭘﺎﯾﯿﻦ  اﯾﻦ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ، ﺣﺘﯽ رﻗﺖ RCP
ﻫﺎ در ﺻﻮرﺗﯽ ﮐﻪ از اﯾﻦ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﻋﺒﻮر داده  اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي
اﺳﺎزي ﺪﺟﺳﺖ. ﻗﺎﺑﻞ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ا RCPﺷﻮﻧﺪ ﺗﻮﺳﻂ روش 
ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺗﻮﺳﻂ اﯾﻦ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺎﻋﺚ اﻓﺰاﯾﺶ  
در ﺗﻌﯿﯿﻦ و ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮي  RCP ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ روش
واﺳﻄﻪ از ﻪ ﻋﻠﺖ اﯾﺠﺎد اﯾﻦ اﻓﺰاﯾﺶ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ ﺑ ﮔﺮدد.
 ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ANDدﺳﺖ ﻧﺪادن ﺑﺎﮐﺘﺮي و در ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻗﺎﻟﺐ 
 روﻓﯿﻠﯿﮏﺪﻫﯿ در ﻋﯿﻦ ﺣﺎل اﺳﺘﻔﺎده از ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي
ﮐﻪ ﻗﻄﺮ ﻣﻨﺎﻓﺬ آن ﮐﻤﺘﺮ از  ﺑﺎ وﺟﻮد اﯾﻦ( PWAH)ﻧﻈﯿﺮ
اﺳﺖ، ﻗﺪرت ﮐﻤﺘﺮي را در ﺟﺬب  PLHFﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي 
از دﺳﺖ ﺑﺎ ﻋﻠﺖ ﻪ ﺑ ﺑﻨﺎﺑﺮ اﯾﻦﺑﺎﮐﺘﺮي ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ. 
ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ ، ANDﻗﺎﻟﺐ ﻧﺘﯿﺠﻪ ﺣﺬف  ﺑﺎﮐﺘﺮي و دردادن 
ﻗﺎدر ﺗﻨﻬﺎ   PWAHﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي  ﮐﺎﻫﺶ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ. RCP
از ﭼﻬﺎر ﻫﺎي ﺑﺎﻻﺗﺮ  ﺑﻪ ﺟﺪا ﺳﺎزي ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻫﺎ در رﻗﺖ
ﻋﺒﺎرت دﯾﮕﺮ ﺑﺎ ﻪ ﺑاﺳﺖ.  ﯾﮑﺼﺪ ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ آبﺑﺎﮐﺘﺮي در 
 ﻫﺎ در ﺮيــﺎﮐﺘـــاﺳﺘﻔﺎده از اﯾﻦ ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﺑ
 RCPﺗﺮ از ﭼﻬﺎر ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺗﻮﺳﻂ روش  ﻫﺎي ﭘﺎﯾﯿﻦ رﻗﺖ
  ﻗﺎﺑﻞ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﯽ ﺑﺎﺷﺪ. 
ﮏ ـــﺎﺑﺮ اﯾﻦ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻓﯿﻠﺘﺮﻫﺎي ﻫﯿﺪروﻓﻮﺑﯿــــﺑﻨ    
ﺑﺎ  ﻫﺎي ﻧﺴﺒﺘﺎ ﺑﺎﻻي آب آﺷﺎﻣﯿﺪﻧﯽ ﻢــــﻣﯽ ﺗﻮان ﺣﺠ
ﺎده از ـــــﺎﮐﺘﺮي را ﺑﺎ اﺳﺘﻔـــﻫﺎي ﭘﺎﯾﯿﻦ ﺑ ﺖـــرﻗ
ﺎﮐﺘﺮي ﻣﻮرد ــــــﺮ وﺟﻮد ﺑﻈﻟﮑﻮﻟﯽ از ﻧﻮﻫﺎي ﻣ روش
اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﺑﺎ ﺣﻤﺎﯾﺖ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﺑﺮرﺳﯽ ﻗﺮار داد. 
ﻟﮑﻮﻟﯽ  ﻮﭘﺰﺷﮑﯽ اراك و ﻣﺮﮐﺰ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﻣ
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 ﻞﮑﺷ2.  ﻪﺠﯿﺘﻧPCR ﺖﻗر يﺎﻫ  ﺎﺑ هﺪﺷ ﺮﺘﻠﯿﻓ يﺮﺘﮐﺎﺑFHLP   –   
 ﻒﯾدر1 ﺮﮐرﺎﻣ :BP 100 –  ﻒﯾدر2  ﺖﻗر :160 0/1 – ﻒﯾدر3  :800/1 –  ﻒﯾدر4  :400/1 ﻒﯾدر5  :200/1 –  ﻒﯾدر6  ﺖﻗر :
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Introduction: For detection of E.coli in top 
water by PCR, the samples must be 
concentrated by filter. In this study, we 
investigated two kinds of micro filters in 
PCR results.  
 
Materials & Methods: After preparing 
dilution of E.coli (8/100, 4/100, 2/100, 1/100, 
1/200, 1/400, 1/800 and 1/1600) in D.W, the  
bacteria were separated by FHLP and 
HAWP   filters and 16s rRNA was 
propagated by the above- mentioned 
primers. 
 
Findings: The rate of bacteria in dilutions 
was confirmed by culture. The PCR data 
showed that FHLP, better than HAWP 
filter, would be able to separate the bacteria 
in such dilutions after filtration.  
Discussion & Conclusion: The results of 
this study showed that hydrophobic filter 
(FHLP) has a higher ability than that of 
hydrophilic filter (HAWP) in separating 
bacteria. So, successful PCR amplifications 
were achieved by cells concentrated with 
hydrophobic filters for detection of all the 
coliform bacteria, while false negative 
results decreased considerably. 
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